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論文内容要旨
 近年の研究により高血圧症とインスリン抵抗性に関連があることが示され,インスリン抵抗性
 に伴う高インスリン血症が高血圧の発症および進展に関与する可能性が示唆されている。インス
 リンは糸球体濾過率や腎血流量を変化させることなく尿細管におけるNaC1再吸収を亢進する。
 しかし,インスリンに反応する尿細管の部位は必ずしも特定されておらず,その作用機構も明ら
 かでない。したがって今回の研究は,単離尿細管微小灌流法により髄質部の太い上行脚
 (MTAI、)においてインスリンにNaC1輸送亢進効果があるのかどうか,あればその作用機構を
 明らかにするためにおこなった。
 【方法忍
 雌日本白色ウサギ(体重1.5-2.5㎏)の左腎を麻酔下に迅速に摘出した。髄質外層内帯より
 MTALを実体顕微鏡下に先端鋭利なforcepsを用いて単離し,倒立顕微鏡上の浴槽中でHEPES
 緩衝溶液により微小灌流した。経上皮電位(Vte)は灌流用ピペット内に1MKClagarbridge
 を満たした細いポリエチレンチューブを挿入し,Ag-AgC1線を介して高入力インピーダンスア
 ンプに接続して測定した。Na+/Cl一選択性透過比(P押。/Pα)は浴槽のNaC160mmol/1を等浸
 透圧の尿素で置換し,この経上皮イオン活性勾配より生じる拡散電位からGoldmanの式を用い
 て算出した。また採取用ピペットを用いて採取した管腔液のC1一濃度をCl一選択性微小電極によ
 り測定し,netlumen-to-bathClflux(Jc])を以下の式より計算した。
 Jc]=V/L([Cl一]P一[C1一]c)
 V灌流速度,L尿細管長,[Cr]p,[Cl一]c灌流液および採取液のCr濃度
匿結果男
 浴槽に投与したインスリン(10一6M)はVteを3.1±0.3から5.7±0.3mVに増大させ(n=12,
 p<0.0001),Juを143±15から292±37pmoLmm-1.min-1に増加した(n=5,p<0.004)。
 一群の尿細管を最初にouabain(10-4M)を含む浴槽液もしくはfurosemide(10-4M)を含む
 管腔液で灌流し,その後インスリンを投与した。ouabainおよびfurosemldeはVteをほぼ消失
 させ,インスリン投与はVteを変化させなかった。以上の結果よりインスリンによるVteの増
 加は血管側膜のNa+/K+ATPaseと管腔側膜のNa+一K+一2Cl一共輸送を経由するNaCl輸送に依存
 することが明らかになった。paracellularシャントのイオン透過選択性へのインスリンの影響を
 調べるため,NaClによる拡散電位へのインスリンの効果を検討した。NaC1勾配存在下の拡散
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 電位はインスリン非存在下および存在下で一8.1±O.8mVと一8.1±0.7mVであった(n二5)。拡
 散電位から計算した電気的P押./、Pα値はインスリン非存在下および存在下で2.8±0.5および2.7
 ±0.3であり,両群間に有意差はなかった。この結果からインスリンがparacellularシャントの
 イオン透過選択性に影響を及ぼさないことが分かった。MTALのインスリンの作用における
 cAMPの関与を調べるため,maximaldoseのDBcAMPとインスリンの効果の相加性を検討し
 た。DBcAMP(5×10-4M)を浴槽に投与するとV七eおよびJc1は増加した。最大反応を示した
 DBcAMP存在下でインスリンはVteおよびJαを有意に増加させた。cAMP依存性プロテイン
 キナーゼ阻害薬H-8のインスリンの作用に対する影響も検討した。H-8(5×10-5M)はコント
 ロールのV七eと必に影響を与えなかったが,DBcAMPの効果を消失させた。しかしインスリ
 ンによるVteとJ。、の増加はH-8存在下とH-8非存在下で有意差がなかった。これらの結果イン
 スリンのVteとJqへの効果はcAMPと無関係であることが示唆された。
 【結論】
 この研究は単離尿細管微小灌流法によりMTALにおけるインスリンのNaC1輸送亢進効果を
 明らかにした。インスリンはparacel工ularシャントのイオン透過選択性に影響を及ぼすことなく,
 管腔側膜のNa+一K+一2C1一共輸送を経由するNaCl輸送を亢進した。またMTALでNaCl輸送亢
 進効果を示すいくつかのホルモンと異なり,その情報伝達機構はcAMPを介さないと考えられ
 た。MTALは腎髄質対向流増幅系の浸透圧勾配を形成する最も強力な部位であり,この部位で
 インスリンがNaCl輸送亢進効果を示すことは高インスリン血症が腎NaCl再吸収を亢進させ,
 高血圧の発症,維持に関与することが示唆された。
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 審査結果の要旨
 高血圧症と糖尿病は臨床的に合併する頻度が高いが,近年疫学調査により,高血圧症とインス
 リン抵抗性に関連があることが示されている。このインスリン抵抗性に伴う高インスリン血症が
 高血圧の発症及び進展に関与する可能性が示唆されているが,筆者は高血圧の成因として高イン
 スリン血症が腎NaC1再吸収を亢進する機構について追求した。
 インスリンは糸球体濾過率や腎血流量を変化させることなく尿細管におけるNaC1再吸収を亢
 進する。しかし,インスリンに反応する尿細管の部位は必ずしも特定されておらず,その作用機
 構も明らかでなかった。尿細管にはheterogeneiむyが存在するため尿クリアランス法や単離腎灌
 流法では尿細管機能の詳細な検討は不可能である。そのため本研究では,単離尿細管微小潅流法
 を用いてインスリンの髄質部の太い上行脚における効果を検討している。尿細管を単離し,微小
 灌流することにより胃内血行動態や血糖,電解質,ホルモン等の全身性の因子を排除することが
 でき,インスリンの単一の尿細管セグメントヘの直接作用の検討が可能になった。さらにNaC1
 輸送亢進効果のイオン輸送機構や情報伝達機構についても一部検討を加えている。浴槽に投与し
 たインスリンは経上皮電位及びクロライド再吸収を亢進させた。ouabainを含む浴槽液もしくは
 furosemideを含む管腔液の前投与はインスリンの効果を消失させた。以上の結果よりインスリ
 ンの効果は血管側膜のNa+/K+ATPaseと管腔側膜のNa+一K+一2Cl一共輸送を経由するNaCl
 輸送に依存することが明らかになった。インスリンは拡散電位を変化させないことから,
 paracellularシャントのイオン透過選択性に影響を及ぼさないことが分かった。cAMP
 analogue存在下及びcAMP依存性プロテインキナーゼ阻害薬存在下でインスリンの効果は非存
 在下と有意差がなかった。これらの結果インスリンの効果はcAMPと無関係であることが示唆
 された。本研究結果より,(11インスリンが髄質部の太い上行脚でNaCi輸送を亢進すること,
 (2)この効果が管腔側膜のNa+一K+一2Cr共輸送を経由するNaCl輸送の亢進によること,(3)イ
 ンスリンがparacellularシャントのイオン透過選択性に影響を及ぼさないこと,(4)この情報伝達
 機構はcAMPを介さないこと,が国内外で初めて明らかとなった。インスリンの生理作用,ま
 た高血圧症の成因としての高インスリン血症の病態に関する新知見であり,高く評価され,十分
 学位に価すると考えられる。
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